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Substanz zur Gewinnung hochwirksamer Tumorarzneien sowie Verfahren 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine Substanz sowie ein Verfahren zur Gewinnung von 
Antitumormittein. 

Beim Magenkarzinom handeit es sich urn eine der weltweit haufigsten 
Krebsarten. Nach Lauren "The two histological main types of gastric 
carcinoma Acta Path Microbiol Scand; 64:33 1 -49, werden sie histologisch 
eingeteilt in diffuse Adenokarzinome und intestinale Adenokarzinome. 
Intestinale Magenkarzinome sind oft von chronischer Gastritis B begleitet 
und insbesondere von intestinalen Metaplasien, die als Vorlaufer dys- 
plastischer Veranderungen und von Magenkarzinomen betrachtet werden. 
Unterschiede zwischen diesen beiden Arten zeigen sich auch darin, dalS 
Patienten mit Karzinomen des diffusen Typs oft der Blutgruppe A angeho- 
ren, woraus auf den EinfluS genetischer Faktoren beim Krebsrisiko 
geschlossen werden kann, wahrend Umweltfaktoren, z.B. eine Helicobacter 
pylori-lnfektion. moglicherweise fur die Entstehung von Karzinomen des 
intestinalen Typs von Bedeutung sind. Zwar ist eine abnehmende Haufigkeit 
der Magenadenokarzinome im Westen festzustellen, dafur treten sie aber 
nun vermehrt im Osten auf. 

Die Therapie war bislang auf Gastrektomie und Lymphadenektomie 
beschrankt. aufgrund der auch dann noch schlechten Prognose besteht 
Jedoch der Bedarf nach einer neuen begleitenden Therapie. Immunologische 
Studien haben gezeigt, daQ> auch in Fallen, in denen das Immunsystem 
maligne Zellen nicht wirksam bekampfen kann. Zwar ist eine zellulare und 
humorale Aktivitat meSbar, aber nicht ausreichend, urn die Tumorzellen zu 
zerstoren. Ein wirkungsvoller Ansatz ist nun der, von der Immunantwort des 
Patienten stammende Antikorper zu isolieren. geeignet zu vermehren und 



wo 00/37489 



PCT/EP99/10329 



> 2- 

therapheutisch einzusetzen. So wurden beispielsweise von Patienten mit 
Lungen-, Osophagus- und Dickdarmkrebs stammende Antikorper isoliert und 
davon humane monoklonale Antikorper abgeleitet, die z.B. direkt Differentia- 
tion und das Wachstum der Tumorzeilen beeinflussen. welche aber zumeist 
das Problem der Wechselwlrkung mit anderen Tumoren oder gesunden 
Zellen haben. 

t 

Es ist bekannt, daB humane monoklonale SC-1 -Antikorper Apoptose bei 

1 

Magenkarzinomzellen auslosen konnen (Vollmers et al.. Cancer 49 (1 989), 
2471-2476). Der Antikorper reagiert mit nahezu alien Adenokarzinomen 
vom diff usen Typ und etwa 20 % der Adenokarzinome vom Intestin.alen Typ 
(Vollmers et al.. Cancer 76 (1995), 550-558; Vollmers et al., Cancer 79 

(1997) , 433-440). In klinischen Untersuchungen wurde gefunden, daSder 
Antikorper SC-1 in der Lage ist, eine tumorspezifische Regression und 
Apoptose bei primarem Magenkrebs ohne toxische Kreuzreaktivitat 
gegenuber normalem Gewebe zu induzieren (Vollmers et al., Oncol. Rep. 5 

(1998) , 549-552). 

Apoptose ist der programmierte Zelltod, Selbstmord von Zellen, durch 
Fragmentation der DNA, Zellschrumpfung und Dilatation des endoplasmati- 
schen Reticulums, gefolgt von Zellfragmentation und der Bildung von 
Membranvesikein, den sog- apoptotischen Korpern. Apoptose, die 
physiologische Form des Zelltods, garantiert eine schnelle und saubere 
Entfernung unnotiger Zellen, ohne Entziindungsvorgange oder Gewebsver- 
letzungen auszulosen wie im Falle der Nekrose. Unter pathologlschen 
Bedingungen dient sie auch zum Entfernen maligner Zellen, wie etwa 
Krebsvorlauferzellen. Sie kann durch verschiedenste Stimuli ausgelost 
werden, wie etwa durch zytotoxische T-Lymphozyten oder Zytokine, wie 
Tumornekrosefaktor, Glukokortikoide und Antikorper. Sie ist die haufigste 
Todesursache eukaryontischer Zellen und kommt vor in der Embryogenese, 
Metamorphose und Gewebsatrophie. Apoptotische Rezeptoren an der 
Zelloberflache, wie jene der NGF/TNF-Familie werden pradominant auf 
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Lymphozyten exprimiert, befinden sich aber auch auf verschiedenen 
anderen Zelltypen, weshalb sie sich nicht fur eine Krebstherapie eignen. 
Insbesondere haben bei in-vivo-Tests Liganden und Antikorper fur diese 
Rezeptoren zu Leberschaden gefuhrt. Deshalb sind tumorspezifische 
Rezeptoren mit apoptotischer Funktion besonders wichtig. 

« 

Der zellulare Rezeptor des monoklonalen Antikorpers SC-1 war bisher nicht 
bekannt. Im Rahmen der zur vorliegenden Erfindung fuhrenden Unter- 
suchungen konnte dieser zellulare Rezeptor identifiziert werden. Diese 
Identifizierung gestaltete sich jedoch als schwierig. Einerseits reagiert der 
monoklonale Antikorper SC-1 bei der Westernblot-Analyse mit seinem 
Rezeptor nur unter ganz bestimmten Stringenzbedingungen. Andererseits 
findet man eine durch Denaturierungsartefakte hervorgerufene unspezifische 
Reaktion mit einer Reihe weiterer Proteine. 

Bei dem zellularen Rezeptor des Antikorpers SC-1 handelt es sich um eine 
fur Tumorzellen, insbesondere fur Magenkarzinomzellen spezif ische Isoform 
des Proteins CD55/DAF (Medof et al., J. Exp. Med. 160 (1984), 1558- 
1578; Caras et al., Nature 325 (1987), 545-549; Bjorge et al., Int. J, 
Cancer 70 (1997), 14-25), die in normalem Gewebe nicht auftritt. Die 
^ spezifischen Rezeptoreigenschaften dieser Isoform beruhen auf einer 
besonderen mit dem Proteinriickgrat uber eine N-Verknupfung verbundenen 
Glykostruktur. Der tumorspezifische Rezeptor kann in einem Screeningver- 
fahren zur Identifizierung von spezifischen Bindepartnern eingesetzt werden. 
Spezifische Bindepartner an den Rezeptor sind im Sinne der vorliegenden 
Erfindung solche Substanzen, die selektiv an eine tumorspezifische Glyko- 
struktur, aber nicht signifikant an eine in normalen Zellen vorkommenden 
Glykostrukturen von CD55/DAF binden und vorzugsweise die Fahigkeit zur 
Apoptoseinduzierung besitzen. Diese spezifischen Bindepartner konnen fCir 
die Herstellung von therapeutischen Mittein zur Apoptoseinduzierung 
oder/und zur Tumorbekampfung sowie zur Herstellung von diagnostischen 
Mittein eingesetzt werden. 
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Die Bindung des Antikorpers SC-1 an die tumorspezifische N-verknupfte 
Glykostruktur des CD55/DAF-Proteins induziert eine Tyrosinphosphorylie- 
rung von drei Proteinen und die Aktivierung von Caspase-3 und Caspase-8. 
Weiterhin wurde gefunden, daft die durch den Antikorper SC-1 induzierte 
Apoptose zu einer transienten Zunahnne der Prasentation von tumorspezi- 
fisch N-glykosyliertem CD55/DAF an der Oberflache von Tumorzellen fuhrt. 
Diese erhohte Prasentation kann durch eine erhohte Expression oder/und 
durch eine erhohte Glykosyiierung hervorgerufen werden. AnschlieBend 
verschwindet das tumorspezifisch N-glykosylierte CD55/DAF-Protein von 
der Zellmennbran durch Endocytose. Weiterhin wird eine Spaltung von 
Cytokeratin 18, eine erhohte Expression von c-myc und eine Abnahme der 
Expression von Topoisomerase lla und sonnit eine mindestens partielle 
Zellzyklusarretierung beobachtet. Die durch SC-1 induzierten apoptotischen 
Prozesse fCihren nicht zu einer erhohten Spaltung von Poly (ADP-Ribose)- 
Polymerase (PARP). Weiterhin findet man einen Anstieg der intrazellularen 
Ca^*-Konzentration, das aus einem intrazellularen Ca^'^-Pool freigesetzt 
wird. Eine Inhibierung der Ca^'^-Freisetzung inhibiert die durch SC-1 
induzierte Apoptose. 

Ein erster Aspekt der Erfindung betrifft ein Glykoprotein umfassend 
mindestens einen Abschnitt der Aminosaureprimarstruktur von CD55/DAF, 
insbesondere der membrangebundenen Isoform DAF-B und eine fur 
Tumorzellen spezifische Glykostruktur, insbesondere eine solche Glykostruk- 
tur, die mit dem monoklonalen Antikorper SC-1 reagiert. Ein derartiges, 
beispielsweise aus der humanen Adenokarzinomzellinie 23132 (DSM ACC 
201) Oder aus anderen humanen Adenokarzinomzellinien, wie 3051 (DSM 
ACC 270) Oder 2957 (DSM ACC 240), oder aus primaren Tumorzellen von 
Magenadenokarzinompatienten erhaltliches Glykoprotein weist bei SDS- 
Poiyacrylamid-Gelelektrophorese (unter reduzierenden Bedingungen) ein 
scheinbares Molekulargewicht von etwa 82 kD auf. Neben diesem 82 kD 
Protein betrifft die Erfindung auch Varianten mit Deletionen, Insertionen 
oder/und Substitutionen in der Aminosaureprimarstruktur, die jedoch eine 
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dem natiirlichen Protein analoge, d.h. tumorspezifische und vorzugsweise 
mit dem Antikorper SC-1 reaktive Glykostruktur besitzen. 

Das erfindungsgemaBe Glykoprotein kann erhalten warden, indem man 
Membranpraparationen aus Zellen, die ein Protein mit der gewunschten 
Glykostruktur exprimieren, z.B. aus Zellen der humanen Adenokarzinom- 
Zellinie 231 32 oder aus anderen humanen Adenokarzinomzellinien herstellt 
und daraus das Glykoprotein durch chromatographische Verfahren z.B. 
durch GrolienausschluH- oder/und Anionenaustauschchromatographie 
gewinnt. Die Herstellung der Membranpraparationen erfolgt vorzugsweise 
durch Lyse der Zellen in hypotonischem Puffer, Ultraschallbehandlung und 
anschlieBende Abtrennung der Zellkerne. Die Membranpraparationen korinen 
durch Zentrifugation aus dem verbleibenden Extrakt isoliert und durch 
chromatographische Methoden weiter aufgereinigt werden. 

Das tumorspezifische CD55/DAF-Glykoprotein kann in einem Testverfahren 
eingesetzt werden, bei dem die Bindefahigkeit einer Substanz an das 
tumorspezifische Glykoprotein, insbesondere an dessen Glykostruktur 
bestimmt wird. Das Testverfahren kann als Hochdurchsatz-Screeningver- 
fahren automatisiert werden. Hierzu kann das Glykoprotein in isolierter 
Form, als Zellextrakt, insbesondere als Membranpraparation oder in Form 
vollstandiger Zellen, insbesondere der humanen Adenokarzinomzellinie 
23132 oder einer anderen humanen Adenokarzinomzellinie, oder einer mit 
dem CD55-Gen transformierten heterologen eukaryontischen Zelle, z.B. 
einer Saugerzelle, die in der Lage ist, ein Protein mit der richtigen Glyko- 
struktur zu erzeugen, eingesetzt werden. Als Kontrolle kann die Bindung der 
getesteten Substanz an ein Nichttumor-CD55/DAF-Glykoprotein untersucht 
werden, das aus normalen humanen Zellen oder Zeilinien erhaltlich ist. 
Substanzen, die selektiv an das tumorspezifische Glykoprotein binden, sind 
zur Herstellung von therapeutischen oder/und diagnostischen Mitteln. 
geeignet. 
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Vorzugsweise bestimmt man weiterhin die Fahigkeit der getesteten 
Substanz zur Apoptoseinduzierung, insbesondere bei Tumorzellen oder/und 
die Fahigkeit zur Induzierung einer uber CD55/DAF vermittelten Phosphory- 
lierungskaskade. Die Induzierung der Apoptose kann durch morphologische 
Zelluntersuchungen, durch Apoptosetestverfahren, z.B. durch einen 
Adhasionstest (Vollmers et al., Cell 40 (1985), 547-557), durch Bestim- 
nnung der Keratin 1- und DNA-Fragmentierung, oder durch Proliferations- 
tests wie dem MTT-Proliferationstest durchgefuhrt werden. Alternativ kann 
auch eine Bestimmung von Caspase-Aktivitaten, beispielsweise vori 
Aktivitaten von Caspase-8 und/oder Caspase-3 oder eine Bestimmung der 
intrazellularen freien Calciumkonzentration erfolgen. Substanzen, dieselektiv 
eine Apoptose von Tumorzellen induzieren, konnen als antitumorwirksame 
Substanzen eingesetzt werden. Die Induzierung der Phosphorylierungs- 
kaskade kann durch Verwendung von fur Phosphorgruppen, z.B. Phosphoty- 
rosin- oder/und Phosphoseringruppen spezifischen Antikorpern verfolgt 
werden. 

ZweckmaBigerweise werden pharmakologisch vertragliche Substanzen 
getestet. Hierzu zahien niedermolekulare pharmakologische Wirkstoffe, 
insbesondere jedoch Peptide, Peptidmimetika, Antikorper, z.B. polyklonale, 
monoklonale, oder rekombinante Antikorper, Antikorperfragmente oder 
Antikorperderivate. Weitere Beispiele fur Liganden des CD55/DAF-Rezeptors 
sind Aptamere (NexStar Pharmaceuticals, 2860 Wilderness Place, Boulder, 
Colorado 80301, USA) und Spiegelmere (Noxxon Pharma, Gustav-Meyer- 
Allee 25, 13355 Berlin). Besonders bevorzugt sind beispielsweise rekom- 
binante Antikorper wie etwa einzelkettige scFv-Antikorper, wie sie 
beispielsweise in Bakterienzellen wie etwa E.coli (PlCickthun, Bio/Technolo- 
giy 9 (1991), 545-551 und darin zitierte Literaturstellen) oder auch in 
eukaryontischen Wirtszellen (Reff, Curr. Opinion Biotech. 4 (1993), 573- 
576 und Trill et al., Curr. Opinion Biotech 6 (1995), 553-560 oder darin 
zitierte Literaturstellen) erzeugt werden konnen. Weiterhin bevorzugt sind 
humane Antikorper, d.h. Antikorper mithumanen konstanten Domanen, wie 
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sie im menschlichen Korper, z.B. von Karzinompatienten, erzeugt werden, 
Oder chimare und humanisierte Antikorper, bei denen ursprunglich 
vorhandenenichthumanekonstanteDomanenoder/und Frameworkregionen 
durch entsprechende humane Bereiche ausgetauscht wurden. Beispiele fur 
Antikorperfragmente sind Fab-, Fiablj- oder Fab'-Fragnnente, wie sie durch 
proteolytische Spaltung von Antikorpern erhalten werden konnen. Zu den 
Antikorperderivaten zahlen beispielsweise Konjugate von Antikorpern mit 
Markierungsgruppen oder/und Effektorgruppen, beispielsweise toxischen 
Substanzen wie etwa Choleratoxin oder Pseudomonas Exotoxin A oder 
radioaktiven Substanzen. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist die Verwendung von Substanzen, die 
spezifisch an das erfindungsgemaSe Tumorglykoprotein CD55/DAF binden 
{nnit Ausnahme des bereits bekannten monoklonalen Antikorpers SC-1) zur 
Herstellung von die Apoptose-induzierenden Mittein oder/und zur Her- 
stellung von Antitumormittein oder/und zur Herstellung von Mittein zur 
Tumordiagnostik. Eine tumorspezifische oder tumorselektive Bindung im 
Sinne der vorliegenden Anmeldung bedeutet vorzugsweise, daft eine 
Substanz im immunhistochemischen Nachweis mit Tumorzellen, aber nicht 
signifikant mit anderen Zellen reagiert. Eine Induzierung der Apoptose im 
Sinne der vorliegenden Anmeldung bedeutet eine Erhohung des Apoptose- 
index, d.h. der Anteil apoptotischer Zellen nach Behandlung mit der 
Substanz gegenuber den proliferierenden Zellen ist hoher als ohne Behand- 
lung, vorzugsweise hoher als 50%. Der spontane Apoptoseindex ohne 
Behandlung liegt deutlich unter 1 0%, wobei der Nachweis von proliferieren- 
den Zellen iiber das Antigen Ki67 erfolgen kann. 

Noch ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zur Bereitstellung 
von die Apoptose induzierenden Mittein oder/und Antitumormittein oder/und 
zur Herstellung von Mittein zur Tumordiagnostik, wobei man eine potentiell 
wirksame Substanz auf ihre Fahigkeit zur spezifischen Bindung an ein 
erfindungsgemaBes Glykoprotein testet und bei einem positiven Test- 
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ergebnis die Substanz in eine fur pharmazeutischen Anwendungen 
geeignete Darreichungsform gegebenenfalls zusammen mit ubiichen Hilfs-, 
Zusatz- und Tragerstoffen uberfuhrt. 

Geeignete pharmazeutische Darreichungsformen enthalten den Wirkstoff in 
einer therapeutisch wirksamen Menge, insbesondere in einer antitumorwirk- 
samen Menge. Die einem Patienten verabreichte Dosis und die Behandlungs- 
dauer hangen von der Art und Schwere der Erkrankung ab. Geeignete 
Dosierungen fur die Verabreichung von Antikorpern sind beispielsweise bei 
Ledermann etal. (Int. J. Cancer 47 (1991), 659-664) und Bagshawe etai. 
(Antibody, Immunoconjugates and Radiopharmaceuticals 4 (199.1), 915- 
922) beschrieben. 

Der Wirkstoff kann alleine oder in Kombination mit anderen Wirkstoffen 
entweder gleichzeitig oder sequenziell verabreicht werden. Die pharmazeu- 
tische Zusammensetzung kann neben dem Wirkstoff weitere pharmazeu- 
tisch ubiiche Substanzen enthalten. Die Zusammensetzung kann beispiels- 
weise oral, nasal, pulmonal oder durch Injektion verabreicht werden. Oral 
verabreichbare Zusammensetzungen konnen in Form von Tabletten, 
Kapsein, Pulvern oder Flussigkeiten vorliegen. Durch Injektion verabreich- 
bare Zusammensetzungen sind ubiicherweise in Form einer parenteral 
vertraglichen wassrigen Losung oder Suspension, 

AuBerdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Bekampfung von 
Tumoren, wobei man einem Patienten, insbesondere einem humanen 
Patienten, eine antitumorwirksame Menge einer an ein erfindungsgemaBen 
Glykoprotein spezifisch bindefahigen Substanz mit Ausnahme des monoklo- 
nalen Antikorpers SC-1 verabreicht. 

Bindepartner fiir tumorspezifische CD55/DAF-Proteine konnen auch fiir 
diagnostische Zwecke, z.B. zum Tumorimaging, eingesetzt werden, 
Geeignete Methoden fur das Tumorimaging sind z.B, bei Steinstraesser et 
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al. (Clinical Diagnosis and Laboratory Medicine 2 {(1989), 1-11) be- 
schrieben. Hierzu werden die Bindepartner vorzugsweise in Form von 
Konjugaten mit Markierungsgruppen, z.B. radioaktiven oder fluoreszierenden 
Markierungsgruppen eingesetzt. Alternativ konnen die Bindepartner auch 
unkonjugiert mit der zu testenden Probe inkubiert und anschlieBend mit 
einem sekundaren Bindungsreagenz angefarbt werden. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist somit ein Verfahren zur Diagnose von 
Tumoren, wobei man eine zu testende Probe, z.B. eine Korperflussigkeit 
Oder eine Gewebeprobe, oder einen Patienten mit einer an ein tumor- 
spezifisches CD55/DAF Glykoprotein bindefahigen Substanz in.Kontakt 
bringt und das Vorhandensein, die Lokalisierung oder/und die Menge des 
Glykoproteins in der Probe oder im Patienten nachweist. 

Noch ein Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von Substanzen, 
welche spezifisch das Tumorglykoprotein CD55/DAF binden, zum Auslosen 
einer Phosphorylierungskaskade. Noch ein weiterer Gegenstand der 
Erfindung ist die Verwendung von Substanzen, welche spezifisch an das 
Tumorglykoprotein CD55/DAF binden, zur transienten Erhohung der 
Prasentation von Tumorglykoprotein CD55/DAF an der Zelloberflache, die 
durch eine erhohte Glykosylierung oder/und Expression hervorgerufen 
werden kann. AnschlieBend verschwindet das tumorspezifische Glyko- 
protein von der Zelloberflache. Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung 
ist die Verwendung von Substanzen, welche selektiv an das Tumorglykopro- 
tein CD55/DAF binden, zur Erhohung des intrazellularen Calciumspiegels. 
Substanzen, die spezifisch an das Tumorglykoprotein CD55/DAF binden, 
konnen auch als Mittel zur Zellzyklusarretierung eingesetzt werden. 
SchlieBlich betrifft die Erfindung auch die Verwendung von Substanzen, die 
spezifisch an das Tumorglykoprotein CD55/DAF binden, zur Induzierung von 
apoptotischen Prozessen, die keine Spaltung von PARP umfassen. Die 
Substanzen konnen gegebenenf alls als Konjugate mit Markierungs- oder/und 
Effektorgruppen eingesetzt werden. 
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Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von 
Substanzen, die spezifisch an das Tumorglykoprotein CD55/DAF binden, 
insbesondere des Antikorpers SC-1 zur Induzierung von Apoptose in 
ruhenden Tumorzellen. Dieser Befund ist nach Kenntnisstand der Erfinder 
bisher noch fur keine tumorselektive Substanz bekannt gewesen. 

Die das tumorspezifische Glykoprotein CD55/DAF bindenden Substanzen 
enthalten vorzugsweise multiple, d.h. mindestens zwei Bindungsstellen fiir 

m 

CD55/DAF. Belspielsweise konnen die Substanzen drei, vier, fiinf, sechs, 
sieben, acht, neun, zehn oder mehr Bindungsstellen enthalten, so daB bei 
BindunganzellstandigestumorspezifischesCD55/DAFeineQuervernetzung 
entsteht. Una Substanzen nnit multiplen Bindungsstellen zu erhalten, konnen 
Bindemolekule gegebenenfalls quervernetzt werden. Die Quervernetzung 
kann beispielsweise mittels chemischer Kopplung, z.B. iiber bifunktionelle 
Linkemnolekiile, oder tiber hochaffine Wechselwirkungen, z.B. Streptavi- 
din/Biotin, erfolgen. Auch wenn es sich bei dem CD55/DAF-Bindemolekul 
beispielsweise um Antikorper, z.B. IgG oder IgM, handelt, die bereits 
mehrere Bindungsstellen enthalten, kann durch Quervernetzung z.B. uber 
Anti-IgG- oder Anti-lgM-Antikorper noch eine Verbesserung der Apoptose- 
induzierung erreicht werden. Die Verwendung von quervernetzten Antikor- 
pern ist daher bevorzugt. 

Die Zellinie 23132 ist von der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen 
und Zeilkulturen GmbH, Braunschweig, unter dem Aktenzeichen DSM ACC 
201 erhaltlich. 

Weiterhin wird die Erfindung durch die nachfolgenden Beispiele und Figuren 
eriautert. Es zeigen: 



Figur 1: die Identifizierung von mit dem Antikorper SC-1 reaktiven 

Antigenen. 
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a: Aufreinigung von SC-1 Antigenen aus Membranextrak- 
ten der Magenkarzinomzellinie 23132. 

b: Sequenzierung eines als SC-1 Antigen identifizierten 82 
kD Proteins durch Nanoelektrospray-Tandem-Massen- 
pektroskopie. 

der EinfluR einer Spaltung von GPI-Ankern durch Phosphati- 
dylinositol-spezifische Phospholipase C (PI-PLC) auf eine 
Anfarbung mit SC-1 . Unbehandelte Magenkarzinomzellen der 
Zellinie 23132 angefarbt mit SC-1 (a) und Anti-EMA (c); mit 
PI-PLC behandelte Zellen angefarbt mit SC-1 (b) und Anti-EMA 
Id) (400 X VergroBerung). 

das Ergebnis eines MTT Test mit dem Antikorper SC-1 bei 
Magenkarzinomzellen. Kontrolle: unbehandelte Zellen; SC-1 : 
mit SC-1 behandelte Zellen; SC-1, PIPLC: mit Phospholipase 
und anschlie&end mit SC-1 behandelte Zellen. 

das Ergebnis einer Analyse von mit einem CD55-Antisense- 
Vektor transient transfizierten Zellen. Zellen, die mit einem 
Kontrollvektor transfiziert wurden, zeigen ein normales 
Anfarbungsmuster mit SC-1 (a) und Anti-CEA (c). In mit dem 
Antisense-Vektor transfizierten Zellen ist die Anfarbung mit 
SC-1 verringert (b), wahrend keine Anderung bei Anfarbung 
mit Anti-CEA (d) zu erkennen ist. 

das Ergebnis eines Klenow-Fragmentierungstests.Trahsfizierte 
Zellen zeigen keine Apoptose ohne Induzierung mit SC-1 (e) im 
Vergleich zu einer positiven Kontrolle (f). Nach Inkubation mit 
SC-1 zeigen die mit dem Kontrollvektor transfizierten Zellen 
Apoptose <g), wahrend die Mehrzahl der mit dem CD55 
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Antisense-Vektor transfizierten Zellen resistent gegenuber 
Apoptose ist (h). 

eine quantitative Bestimmung der durch SC-1 induzierten 
Apoptose. Mitdem Kontroll- und dem CD-55 Antisense-Vektor 
transfizierte Zellen wurden mit SC-1 inkubiert und Cytospins 
dieser Zellen mit dem Klenow DNA Fragmentierungskit ange- 
farbt. Die Prozentzahlen apoptotischer Zellen wurden von zwei 
verschiedenen Personen durch Zahlung Apoptose-positiver und 
negativer Zellen in drei verschiedenen Feldern mit jeweils etwa 
500 Zellen bestimmt. 

die Wirkung eine Deglykosilierung auf die Bindung des Antikor- 
pers SC-1 . 

a: Tumorzellen mit Puffer inkubiert und mit SC-1 ange- 
farbt; 

b: mit N-Glykosidase und mit SC-1 inkubierte Zellen; 
c: mit Puffer und Anti-CD55 inkubierte Zellen und 
d: mit N-Glykosidase und Anti-CD55 inkubierte Tumorzel- 
len. 

Das Ergebnis eines MTT-Tests mit SC-1 bei der Magenkarzi- 

nom-Zellinie 23132. 

a: Titration von SC-1; 

b: Quervernetzung von SC-1 mit Kaninchen-Anti-human 
IgM-Antikorpern; 

die Anderung der intrazellularen Calciumkonzentration nach 
Induzierung der Zellinie 23132 mit SC-1. An Punkt 1 erfolgte 
die Zugabe von SC-1 bzw. Kontrollantikorper. An Punkt 2 
wurden die Zellen mit Ringerlosung gewaschen. 



PCT/EP99/10329 

das Expressions- und Aktivitatsmuster der Caspasen 3 und 8 
nach Induzierung mit SC-1. 

a: Westernblot-Analyse der Caspasen-3 und -8. Die 
Aktivierung von Caspase-S aufgrund proteolytische 
Spaltung ist durch Auftreten des p20 Spaltprodukts zu 
erkennen. 

b: das Ergebnis einer Aktivitatsbestimmung von Caspa- 
se-S. Bin vierfacher Anstieg der Caspase-8 Aktivitat 
wurde 20 Stunden nach Induzierung der Apoptose 
gefunden. 

die Phosphorylierungsmuster der Zell-Linle 23132 nach 
Induzierung der Apoptose. 

a: Eine rasche Phosphorylierung von Tyrosinresten in 
Proteinen mit Molekulargewichten von etwa 1 1 0 kD 
und 60 kD sowie die Dephosphorylierung eines Serin- 
rests in einem Protein mit etwa 35 kD wurde nach 
Induzierung der Apoptose mit SC-1 gefunden. 

b: Eine Zunahme der Phosphorylierung eines Thyrosinre- 
stes in einem 75 kD Protein mit einem Maximum nach 
10 min wurde nach Induzierung der Apoptose gefun- 
den. 

eine Expressions- und Mutationsanalyse von p53. 

a: 5 min nach Induzierung der Apoptose durch SC- 1 wurde 
eine starke Zunahme der mRNA Konzentration gefun- 
den, wahrend die hohen p53 Proteinkonzentrationen 
unverandert bleiben. 

b: eine Sequenzanalyse von p53 zeigte eine Mutation in 
Codon 273, die zu einem Aminosaureaustausch von Arg 
zu His fuhrt. 
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eine Expressionsanalyse von p21. 

Nach Induzierung der Apoptose wird eine Zunahme der p21 
mRNA Konzentration gefunden. 

eine Western Blot-Analyse von SC-1 induzierten Zellen. 
a: CD55/DAF Expression (Anfarbung mit SC-1) 
b: Spaltung von PARP (Anfarbung mit Anti-PARP-Antikor- 
per) 

c: Anfarbung mit Anti-Topoisomerase lla-Antikorper als 

Marker fur zellulare Proliferation 
d: c-myc Expression (Anfarbung mit Anti-c-myc-Antikor- 

per) 

die Wirkung des Caspase-3 Inhibitors Ac-DEVD-CHO auf die 
SC-l-induzierte Apoptose. 

den Nachweis einer tumorzellspezifischen Apoptose durch in 
situ Kernfarbung bewirkt durch Verabreichung des Antikorpers 
SC-1 an einem Primartumor. 

die Wirkung der Verabreichung des Antikorpers SC- 1 auf einen 
Primartumor. 

a: Biopsieprobe vor Verabreichung von SC-1 (in situ Far- 
bung auf Apoptose) 

b: Primartumor nach Verabreichung von SC-1 (in situ 
Farbung auf Apoptose) 

c: Biopsie vor Verabreichung von SC-1 (histologische 
Regressionsanalyse) 

d: Primartumor nach Verabreichung von SC-1 (histolo- 
gische Regressionsanalyse). 
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Beispiele 

1 . Material und Methoden 

1.1 Zellkultur 

Fur alle Tests wurde die etablierte Magenadenokarzinomzellinie 23132 
(Vollmers et aL, Virchows Arch. B. Zell. Pathol. Incl. Mol. Pathol. 63 
(1993), 335-343) verwendet. Die Zellen wurden in RPMl-1640 mit 10% 
fotalem Kalberserum und Penicillin/Streptomycin (beide 1 %) bis zur 
Subkonfiuenz kultiviert. Fur die beschriebenen Testverfahren wurden Zellen 
mitTrypsin/EDTA abgelostund zweimalmitphosphatgepufferter Salzlosung 
(PBS) vor der Anwendung gewaschen. Die humane Hybridomzellinie SC-1 
wurde wie bei Vollmers et aL (Cancer Res. 49 (1989), 2471-2476) 
beschrieben hergestellt und kultiviert. 

1.2 Aufreinigunq des Antikorpers SC-1 

Der humane monoklonale Antikorper SC-1 wurde aus Massenkulturen unter 
Verwendung von Kationenaustauschchromatographie gefolgt von Gelfil- 
tration wie bei Vollmers et. al. (Oncology Reports 5 (1998), 35-40) 
beschrieben aufgereinigt. 

1.3 Aufreinigunq des SC-1 -Rezeptors 

Zur Praparation von Membranproteinen wurden geerntete Zellen in 
hypotonischem Puffer (20 mM HEPES, 3 mM KCI, 3 mM MgClz) resuspen- 
diert, 1 5 min auf Eis inkubiert und 5 min sonifiziert. Die Zellkerne wurden 
durch Zentrifugation (10.000 g, 10 min) pelletiert. Die Membranen wurden 
dutch Zentrifugation (30 min, 1 00.000 g) pelletiert und in Membranlysepuf- 
fer (50 mM HEPES, pH 7,4, 0,1 mM EDTA, 1 M NaCI, 10% Glycerin und 
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und 1 % Triton X-100) resuspendiert. Allen Losungen wurde Complete® 
Proteaseinhibitor (Boehringer Mannheim, Deutschland) zugesetzt. 

Die Auf reinigung der Antigens erfolgte durch Sauienchromatographie linter 
Verwendung einer FPLC-Einheit (Pharmacia, Freiburg, Deutschland). Fur die 
GroBenausschluBchromatographie wurde eine Pharmacia Superdex 200 
Saule (XK 1 6/60) mit 5 mg Membranproteinpraparation in Puffer A ( 1 00 mM 
Tris HCI pH 7,5, 2 mM EDTA, 40 mM NaCI, 1 % Triton X-100) beladen. Das 
Sauleneluat wurde fraktioniert und in einer Westernblot-Analyse auf 

» 

Reaktion mit dem Antikorper SC-1 untersucht. Positive Fraktionen wurden 
unter Verwendung von Puffer A auf eine MonoQ-Saule geladen. Die 
gebundenen Proteine wurden mit einem linearen Gradienten unter Ver- 
wendung von Puffer B (100 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 M NaCI, 2 mM EDTA, 
1% Triton XlOO) fraktioniert und durch SDS-Polyacrylamid-Gelelek- 
trophorese und Anfarbung mit Coomassie bzw. Westernblot-Analyse 
untersucht. Positive Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten und 
sequenziert. 

1 A Praoaration von Zell-Lvsaten nach Induzierunq mit SC-1 

Die Zelline 231 32 wurde auf 1 00 mm Zellkulturschalen bis zur Subkonfluenz 
kultiviert. Der Antkoper SC-1 wurde in einer Endkonzentration von 30 /yg/ml 
fur die jeweils angegebene Zeitdauer zugegeben. Dann wurden die Kultur- 
platten einmal mit PBS gewaschen und die Zellen wurden mit SDS-Puffer 
(50 mM Tris-HCI pH 6,8, 10 mM Dithiothreitol, 2% (w/v) SDS, 10% (v/v) 
Glycerin) direkt lysiert. Die Zellruckstande wurden mit einem Gummischaber 
gesammelt. 

1,5 Gelelektroohorese und Blots 

DieSDS-Polyacrylamid-GelelektrophoreseunterreduzierendenBedingungen 
und das Western-Blotting von Proteinen wurde unter Verwendung von 
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Standardprotokollen wie bei Vollmers et al. (Cancer 79 (1997), 433-440) 
beschrieben durchgefuhrt. Nitrozellulosemembranen wurden mit PBS unter 
Zusatz von 0, 1 % Tween-20 und 2% Magermilchpulver Oder 3 % Rinderse- 
runnalbunnin (zur Bestimmung der Phosphorylierung) blockiert und anschlie- 
(Send eine Stunde lang mit dem Primarantikorper inkubiert. Die Antikorper 
wurden in folgenden Verdunnungen eingesetzt. SC-1 (human) 10 //g/ml 
bzw. 15 A^g/ml; Anti-Caspase-3 bzw. -8 (Ziege) (SantaCruz, Heidelberg, 
Deutschland) 5 /jglrr\\, Streptavidin Anti-Phosphotyrosin-Konjugat (Klon PT- 
66) 1:20.000 und Streptavidin Anti-Phosphoserin-Konjugat {Klon PSR-45) 
1:30.000 {Sigma, Miinchen, Deutschland), Maus-Anti-Topoisomerase \la- 
Antikorper 1:1.000 (Neomarkers, Baesweiler, Deutschland), Anti-c-myc- 
Antikorper 1 : 1.000 (Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland) und Anti-PARP- 
Antikorper 1 :1 .000 (Pharmingen, Heidelberg, Deutschland). Die Sekundar- 
antikorper Peroxidase-Kaninchen-Anti-Human-lgM-Konjugat oder Kaninchen- 
Anti-Ziegen-Antikorper (Dianova, Hamburg, Deutschland) und Peroxidase- 
konjugiertes Extravidin (Sigma) wurden mit dem SuperSignal Chemilumi- 
neszenzkit von Pierce (KMF, St. Augustin, Deutschland) nachgewiesen. 

1.6 Proteinsequenzierung 

Eine Proteinbande mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 82 kD 
wurde durch eindimensionale Polyacrylamidgelelektrophorese isoliert und 
durch Anfarbung mit Coomassie sichtbar gemacht. Die p82-Bande wurde 
im Gel mit Trypsin (Boehringer Mannheim, nichtmodifiziert, Sequenzierungs- 
qualitat) wie bei Shevchenko et al., (Anal. Chem. 68 (1996), 850-858) 
beschrieben gespalten. Der nichtaufgetrennte Pool von tryptischen Peptiden 
wurdedurchNanoelektrospray-Tandem-Massenspektrometriewievon Wilm 

et al. (Nature 379 (1996), 466-469) beschrieben sequenziert. Die Sequen- 
zierung erfolgte auf einem API III Triple Quadrupol Massenspektrometer (PE 
Sciex, Ontario, Kanada). Die .Sequenzen der Peptidfragmente wurden unter 
Verwendung der Tandem-Massenspektrometriedaten assembliert und durch 
Datenbankrecherchen den jeweiligen Proteinen zugeordnet. 
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Die cDNA-Synthese aus Gesamt RNA der Tumorzellen 23132 erfolgte mit 
5 /jg Gesamt RNA unter Verwendung von M-MLV Reverser Transkriptase 
(Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) gemalSden Angaben des Herstellers. 
Die PCR-Reaktionen wurden in einem Reaktionsvolumen von 25 ij\ mit 1 ,75 
mM MgClj, 0,4 pM Primer, 200 //M von jedem dNTP und 1 U Taq 
Polymerase (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) durchgefuhrt. 

Es wurden folgende PCR-Produkte erzeugt: 

CD55 (640 bp Fragment aus dem Sequenzbereich von bp 382 bis 1022) 
p53-Fragment 1 (850 bp Fragment aus dem Sequenzbereich von 91 bis 
940) p53-Fragment 2 (800 bp aus dem Sequenzbereich von 492 bis 1294) 

1.8 Kionierunasprozeduren 

Die PCR-Produkte wurden aus einem Agarosegel unter Verwendung des 
Jetsorb Gelextraktionskits (Genomed, Bad Oeynhausen, Deutschland) 
auf gereinigt. Die Klonierung der PCR-Fragmente erfolgte mit dem pCR-Script 
Amp SK (-h) Klonierungskit (Stratagene, Heidelberg, Deutschland). 

Die Klonierung des Antisense-Vektors pHOOK2-CD55-anti erfolgte durch 
Glatten des CD55-PCR-Produkts mit Pfu-Polymerase und Klonierung in den 
mit Smal geschnittenen Expressionsvektor pH00K2 (Invitrogen, Leek, 
Niederlande). Ein Klon mit Antisense Richtung der Insertion unter Kontrolle 
des PcMv-Pi'on^otors wurde fur die Antisense-Experimente ausgewahlt. 

1.9 DNA-Seauenzieruna 

Acht positive Klone wurden unter Verwendung des DyeDeoxy Termination 
Cycle Sequencing Kit (Applied BioSystems Inc., Weiterstadt, Deutschland) 
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sequenziert und dem automatisierten DNA Sequenzer ABIPrism 373 
analysiert. Beide Strange wurden unter Verwendung von T3 und T7 Primern 
sequenziert. Die Sequenzen wurden unter Verwendung der Computer- 
progrannme DNASIS und BLAST analysiert. 

1.10 Transfektion 

Fur Transfektionsexperimente wurden 2-5 x lO'^ abgeloste Zellen in Tris- 
gepufferter Salzlosung (TBS) gewaschen und in 400/;! TBS resuspendiert. 
Nach Zugabe von 10 /yg Plasmid DNA wurden die Zellen mit 240 V, 960 nF 
unter Verwendung eines Elektroporationsgerats von BioRad (Munchen, 
Deutschland) gepulst. 5x10^ transfizierte Zellen wurden auf einer 60 mm 
Zellkulturschale ausgesat und fur 24 h wie zuvor beschrieben inkubiert. Die 
Apoptose wurde durch Zugabe von 50/yg/ml gereinigtem SC-1 Antikorper 
zum Wachstumsmedium induziert. Nach 24 h wurden die Zellen mit Trypsin 
behandelt und zur Herstellung von Cytospins verwendet. 

1.11 Phospholipasetest 

Abgeloste und deietierte Zellen wurden RPMI-1 640 mit Zusatzen resuspen- 
diert und fur 90 min bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Erholungsperiode 
wurden 20mU/ml PI-PLC (Boehringer Mannheim) zugegeben, und die Zellen 
fiir weitere 60 min inkubiert. SchlieBlich wurden die Zellen gewaschen und 
zur Herstellung von Cytospins verwendet. 

1.12 GIvcosidase-Test 

Abgeloste und gewaschene Zellen wurden in RPMI-1640 mit 10% fotalem 
Kalberserum resuspendiert, 1 h auf Els inkubiert, dann gezahit und 
Cytospins hergestellt. Nach Lufttrocknung wurden die Cytospinpraparatio- 
nen mit Aceton fixiert (10 min), gewaschen und mit 20/iU/ml 0-Glykosi- 
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dase Oder 5 mU/ml N-Glycosidase (Boehringer Mannheim) fur 4 h bei 37^C 
inkubiert. 

1.13 Immunhistochemische Anfarbung 

Folgende Antikorper wurden fur die immunhistochemische Anfarbung 
verwendet: Gereinigter Antikorper SC-1, Anti-CEA-Antikorper (DAKO, 
Hamburg, Deutschland) Anti-EMA-Antikorper (Loxo, Dossenheim, Deutsch- 
land) und Anti-CD55-Antik6rper (Biozol, Eiching, Deutschland). Die 
Acetonfixierung und Anfarbung der Cytospinpraparationen erfolgte wie von 
Vollmers et al. (Hum. Antibodies Hybridomas 7 (1 996), 37-41 ) beschrieben. 

Zur immunhistochemischen Anfarbung von apoptotischen Zellen wurden bis 
zur Subkonfluenz kultivierte Zellen mit gereinigtem Antikorper SC-1 
(verdunnt auf 50 /yg/ml) in vollstandigem Wachstumsmedium fur bis zu 96 
h inkubiert. Adharente und abgeloste Zellen wurden gesammelt, zentrif ugiert 
und in vollstandigem Wachstumsmedium resuspendiert. Nach einer 
Zellzahlung wurden Cytospin-Praparate hergestellt und bei Raumtemperatur 
uber Nacht getrocknet, Untersuchung der Spaltung von Cytokeratin 18 in 
vivo wurden Blopsien von Patienten vor Behandlung mit SC-1 und 
Gewebeschnitte nach Behandlung und Gastrektomie wie bei Vollmers et al., 
(Oncol. Rep. 5 (1998), 549-552) beschrieben entnommen. 

m 

Die Cytospins wurden mit Rinderserumalbumin (15 mg/ml) in phosphatge- 
pufferter Salzlosung (PBS) fiir 30 min blockiert. Anschlie(Send erfolgte eine 
Inkubation fiir 1 h mit SC-1-Uberstand, M30 Cyto Death-Antikorper (Roche 
Biochemicals, Mannheim, Deutschland) oder Maus-Anti-Cytokeratin 18 
Antikorper (DAKO, Hamburg, Deutschland) 1:15 verdunnt. AnschlieSend 
wurde fiir 30 min in PBS gewaschen, gefolgt von einer Inkubation mit 
Peroxidase-markiertemKaninchen-Anti-Maus-oderKaninchen-Anti-Human- 
Konjugat (DAKO) 1:25 verdunnt. Nach 30-minutigem Waschen mit PBS 
erfolgte die Anfarbung mit Diaminobenzidin (0,05 %) und Wasserstoff- 
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peroxid (0,02 %) fur 3 min bei Raumtemperatur. Die Reaktion wurde mit 
Leitungswasser gestoppt und die Gewebeschnitte wurden mit Hamatoxylin 
gegengefarbt. 

1.14 AooDtosetests 

^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^ " " ~ ■ 

Cytospinpraparationen {5000 Zellen/Objekttrager) wurden in Aceton fixiert 
und dann mit TBS gewaschen. AnschlielSend wurden sie mit dem FragEI- 
Klenow DNA-Fragmentierungskit (Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden, 
Deutschland) nach Angaben des Herstellers angefarbt. 

Ein ELISA zum Nachweis der Apoptose wurde unter Verwendung des Cell 
Death Detection® Kit (Roche Biochemicals) nach der Vorschrift des 
Herstellers durchgefuhrt. 

1.15 MTT-Test 

Der MTT-Proliferationstest (Carmichael et al., Cancer Res. 47 (1 987), 936- 
942) zur Bestimmung der Apoptoseaktivitat des Antikorpers SC-1 auf 
Magenkarzinomzellen wurde wie bei Vollmers et al. (Cancer 76 (1995), 
550-558) beschrieben durchgefuhrt. Die Bestimmung des Zellwachstums 
erfolgte durch den mitocho.ndrialen Hydroxylase-Test (Mossmann, J. 
Immunol. Meth. 65 (1983), 55-63). Aus der Absorption der mit SC-1 
induzierten Zellen und der nicht mit SC-1 induzierten Kontrolle wurde der 
prozentuale Anteil von apoptotischen Zellen bestimmt (Vercammen et a!., 
J. Exp. Med. 188 (1998), 919-930). 

1.16 Caspase-3 und -8 Tests 



Die Aktivierung von Caspase-8 und Caspase-3 wurde mit dem ApoAlert^*^ 
Caspase Fluoreszenz-Testkit (Clontech, Heidelberg, Deutschland) bestimmt. 
Hierzu wurden 1x10® Zellen mit 40/yg/ml SC-1 fur 7 bzw. 20 h inkubiert. 
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Dann wurden die Zellen gesammelt, in Zell-Lysepuffer resuspendiert und die 
Caspaseaktivitat nach Angaben des Herstellers bestimmt. 

1.17 Bestimmung von intrazellularem freien Calcium [Ca^'^li 

Die Bestimmung der intrazellularen freien Calciumkonzentration wurde unter 
Verwendung des Calcium-sensitiven Farbstoffs Fura-2-AM wie von 
Grykiewicz et al. (J. Biol. Chem. 260 (1985), 3440-3450) beschrieben 
bestimmt. Hierzu wurden die Zellen mit einer Fura-2-AM in einer Endkonzen- 
tration von 5 x 1 0'^ M enthaltenden Ringerlosung ( 1 22,5 mM NaCI, 5,4 mM 
KCI, 1,2 mM CaClj, 0,8 mM MgCIs, 1 mM NaH2P04, 5,5 mM Glucose, 
10 mM HEPES pH 7,4) fur 15 min inkubiert. Nach Spulen wurden die 
Objekttrager mit einem Axiovert 100 TV Mikroskop (400-fache Ver- 
groBerung) untersucht. Das Fluoreszenzsignal wurde bei 500 nm mit 
zwischen 334 und 380 nm alternierenden Anregungswellenlangen unter 
Verwendung einer 100-W Xenon-Lampe und einer automatischen Filter- 
wechselvorrichtung (Zeiss, Deutschland) gemessen. Die Konzentration von 
intrazellularem freiem Calcium wurde nach der Methode von Grynkiewicz et 
al. (supra) unter Annahme einer Dissoziationskonstante von 225 nmol/l 
berechnet. Die maximalen und minimalen Fluoreszenzverhaltnisse (R^a^ und 
R^J wurden nach Zugabe von Kalibrierungslosungen gemessen. R^^^ wurde 
nach Zugabe einer Ringerlosung mit 3 mM Ca^"" und 10"® M lonomycin 
bestimmt. R^jp wurde in Gegenwart einer Ca^* freien Ringerlosung mit 3 mM 
EGTA und 10'® M lonomycin bestimmt. 

1.18 Inhibierunq der intrazellularen Calciumfreisetzung 

Zellen wurden einmal mit phosphatgepufferter Salzlosung gewaschen und 
fur 24 h in Calcium-freiem DMEM-Medium ohne fotalem Kalberserum (FCS) 
gewaschen. Dann wurde aufgereinigter SC-1-Antik6rper bis zu einer 
Endkonzentration von 40 fjg/ml zugegeben. Als Ko.ntrolle wurden die 
gleichen Zellen ohne SC-1 verwendet. Die Zellen wurden in einem 
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befeuchteten Inkubator fur weitere 24 oder 48 h inkubiert und dann mit 3 
% Glutaraldehyd fixiert. Die Zellkulturplatten wurden dann mit Hilfe eines 
Lichtmikroskops auf morphologische Veranderungen untersucht. 

* 

2. Ergebnisse 

2.1 Aufreiniqunq des SC-1 -Rezeptors CD55 

Bei Westernblot-Analyse von Extrakten aus Gesamtzell-Lysaten d.er 
Magenkarzinomzellinie 23132, die unter Niedrigsalzbedingungen (100 mM 
NaCI) hergestellt worden waren, reagierte der Antikorper SC-1 mit einem 
Protein mit einer relativen Molekularmasse von etwa 50 kD. Durch 
Anderung der Stringenz (1 M NaCI) und unter Verwendung von Membran- 
praparationen konnten weitere Proteine mit etwa 70 kD und etwa 82 kD 
nachgewiesen werden (Figur la, Spur 1). Diese Proteine wurden aus 
Membranfraktionen isoliert und durch sequenzielle GroBenausschluB- und 
Anionenaustauschchromatorgraphie gereinigt (Figur la, Spuren 2, 3). Die 
Moiekule wurden aus SDS-Polyacrylamidgelen ausgesclnnitten und 
sequenziert. 

Das 50 kD Protein wurde als Dihydrolipoamidsuccinyltransferase (Genbank- 
Zugriffsnr. L37418) und das 70 kD Protein als das humane Lupus p70 
Autoantigenprotein (Genbank-Zugriffsnr. J04611) identifiziert. Bei diesen 
Proteinen handelt es sich urn zytopiasmatische bzw. nukleare Antigene. Da 
der Antikorper SC-1 in immunhistochemischen Untersuchungen nur an 
Zelloberflachenantigene bindet, ist die Reaktivitat vermutlich auf unspezi- 
fische Bindung aufgrund der Proteindenaturierung wahrend der Westernblot- 
Analyse zurQckzufuhren. 

Das 82 kD Protein wurde als CD55 (DAF, Genbank-Zugriffsnr. M31516, 
Figur lb, Abschnitte 1 und 2) identifiziert. CD55 existiert beim Menschen 
in zwei genetisch bestimmten Isoformen (sekretiertes DAF-A und mem- 
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brangebundenes DAF-B) die durch differentielles SpleiBen erzeugt werden 
(Caras et aL, Nature 325 (1987), 545-549). Durch RT-PCR-Analyse wurde 
festgestellt, daB die Zellinie 23132 nur die membranverankerte DAF-B 
Isoform exprimiert. 

2.2 Phospholipase-Behandlung 

Durch immunhistochemische Untersuchungen und im MTT-Proliferationstest 
wurde der EinfiuB einer Abspaltung des Glykosidphosphatidylinositol (GPI)- 
Ankers auf die Bindung von SC-1 analysiert. Hierzu wurde der GPI-Anker 
durch Inkubation mit Phosphatidylinositol-spezifischer Phospholipase C (Pl- 
PLC) abgespalten. Cytospins von mit PI-PLC behandelten und unbehandel- 
ten Zellen wurden immunhistochemisch mit SC-1 , Anti-CD55 und Anti-EMA 
(Epithelialmembran-Antigen) angefarbt. Ein Vergleich mit unbehandelten 
Zellen (Figur 2a) zeigt einen Verlust der Anfarbungsintensitat bei mit PI-PLC- 
behandelten und SC-1 angefarbten Zellen {Figur 2b). Bei Anfarbung mit 
Anti-EMA (Figur 2c, d) wurde kein Unterschied in der Anfarbung gefunden, 
was darauf hinweist, daB die PI-PLC-Behandlung keine Wirkung auf nicht 
GPI-verankerte Membranproteine hat. Beim MTT-Test fuhrte eine Behand- 
lung von Zellen mit Phospholipase C zu einer signifikanten Abnahme (p < 
0,05) der apoptotischen Zellen (Figur 3), 

2.3 Transfektion mit Antisense-CDSS RNA 

Die Zellinie 23132 wurde mit dem CD55 Antisense-Vektor pH00K2- 
CD55anti und dem Kontrollvektor pH00K2 durch Elektroporation transient 
transfiziert. Zuerst wurden Cytospins von transfizierten Zellen immunhisto- 
chemisch mit SC-1, Anti-CD55 und Anti-CEA (Carcino-embryonales 
Antigen) angefarbt. Die mit dem Kontrollvektor transfizierten Zellen zeigten 
eine intensive Anfarbung mit SC-1 und CEA (Figur 4a, c). Bei mit dem CD55 
Antisense-Vektor angefarbten Zellen wurde fast keine Anfarbung mit SC-1 
gefunden (Figur 4b) . Die Anfarbung mit Anti-CEA-Antikorper zeigte, daB das 
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Expressionsmuster des (auch GPI-verankerten) CEA nicht durch die 
Transfektion mit dem Antisense-Vektor beeinfluBt wird. Folglich wurde die 
Expression von CD55 spezifisch aufgrund der Expression der Antisense RNA 
reduziert. 

Urn zu analysieren, ob die Expression von Antisense-CD55 RNA auch die 
SC-1 induzierte Apoptose hemmt, wurden die Zellen einen Tag nach der 
Transfektion mit und ohne 30//g/nnl SC-1 fur eine Dauer von 24 h inkubiert, 
Cytospins von nnit dem Antisense-Vektor und dem Kontrollvektor trans- 
fizierten Zellen wurden mit dem FragEl Klenow DNA Fragmentierungskit 
zum Nachweis einer durch Apoptose induzierten DNA-Fragmentierung 
angefarbt. Wahrend mit beiden Plasmiden behandelte untransfizierte Zellen 
nahezu keine spontante Apoptose zeigen (Figur 5e), findet man nach 
Inkubation mit SC-1 eine deutliche Abnahme bei der Apoptose von mit dem 
CD55 Antisense-Vektor transfizierten Zellen (Figur 5g) im Vergleich zu mit 
dem Kontrollvektor transfizierten Zellen (Figur 5h). 

Eine quantitative Bestimmung zeigte, daB spontane Apoptose in trans- 
fizierten 23132 Zellen mit einer Haufigkeit von 6% auftrat, wahrend nach 
Inkubation mit SC-1 85% der mit dem Kontrollvektor transfizierten Zellen 
eine Apoptose zeigten. Diese ajDOptotische Reaktion wurde durch Trans- 
fektion mit dem CD55 Antisense-Vektor auf 21 % verringert (Figur 6). 

2A GIvkosidasebehandlunq 

Der EinfluB einer Proteindeglykosilierung auf die Bindung von SC-1 an die 
Zell-Linie 23132 wurde durch Inkubation von Cytospin-Praparaten mit O- 
und N-Glykosidasen vor der immunhistochemischen Anfarbung untersucht. 
Eine Behandlung von Zellen mit N-Glykosidase fuhrte zu einer signifikanten 
Abnahme der SC-1 Anfarbung (Figur 7b), wahrend eine Anfarbung mit Anti- 
CD55, der den Proteinanteil in der SCR3 Region erkennt, nicht durch 
Proteindeglycosilierung beeinfluBt wurde (Figur 7d). Eine Inkubation mit 
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Phosphatpuf f er und eine Behandlung mit 0-Glycosidase hatte keine Wirkung 
auf die SC-1 Bindung. Dies zeigt, daB die Spezifitat von SC-1 in N- 
verknupften Zuckerresten und nicht in der Prinnarproteinsequenz lokalisiert 
sein muf^. 

2.5 Quervernetzunq von CD55/SC-1 

Die Zellen wurden 24 h mit zunehmenden Mengen an SC-1 inkubiert um die 
optimale apoptopische Aktivitat von SC-1 zu bestimmen (Figur 8a). Dann 

■ 

erfolgte Quervernetzung bei einer Konzentration von 40 jjg/ml SC-1 mit 
Kaninchen-Anti-Human IgM. Nach Inkubation fur 48 h wurde ein 47% 
hoherer Anteil an toten Zellen als bei mit SC-1 inkubierten Kontrollzellen 
gefunden (Figur 8b). 

2.6 Calciumspieqel 

Um 2U untersuchen, ob die durch SC-1 induzierte Apoptose mit Anderungen 
des Calciumspiegels einhergeht, wurde die intrazellulare Calciumkonzen- 
tration der Zellinie 23132 nach Induktion mit SC-1 und Kontroliantikorper 
(unspezifisches humanes IgM) bestimmt. Dabei konnte ein signifikanter 
Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration etwa 1 min nach Zugabe 
des SC-1 Antikorpers gefunden werden, wahrend der Kontroliantikorper 
keinen EinfluB hatte (Figur 9). 

2.7 Caspase-Aktivitat 

Durch Westerblot-Analyse wurde gefunden, dali die Caspasen-3 und -8 
nach Induzierung der Zellinie 23132 mit SC-1 nach oben reguliert werden 
(Figur 1 Oa). Eine die Aktivierung von Caspasen hervorrufende proteolytische 
Spaltung wurde fur Caspase-3 durch Identifzierung des Spaltprodukts p20 
nachgewiesen (Figur 10a). Bei Caspase-8 wurde ein vierfacher Anstieg der 
Aktivitat 20 h nach der Induzierung mit SC-1 gefunden, was auf eine 
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wesentliche Beteiligung dieser Caspase beim Apoptose-Prozess hinweist 
(Figur 10b). 

Die Zugabe des spezifischen Caspase-3-lnhibitors AC-DEVD-CHO (Alexis 
Biochemicals, Grunberg, Deutschland) zeigte uberraschenderweise mit 
steigender Konzentration eine Zunahme der Apoptose bei Bestimmung mit 
dem Cell Death Detection® Kit (Figur 15). 

2.8 ProteinphosDhorvlierunq 

Das Phosphorylierungsmuster nach Induzierung der Zellen mit 40 /vg/ml SC- 
1 Antikorper wurde durch Westernblot-Analyse von cytoplasmatischen und 
Membranextrakten untersucht. Dabei wurde eine friihe Tyrosinphosphory- 
lierung von 1 1 0 kD und 60 kD Proteinen 30 bis 60 sec nach Induzierung der 
Apoptose gefunden (Figur 11). Das 60 kD Protein wurde nur im Cytoplasma 
gefunden, wahrend das 110 kD Protein sowohl im Plasma als auch im 
Membranextrakt nachweisbar war. Weiterhin wurde eine langsame 
Tyrosinphosphorylierung eines cytoplasmatischen 75 kD Protein mit einem 
Maximum nach 1 0 min sowie das vollstandige Verschwinden der Serinphos- 
phorylierung eines 35 kD Proteins 10 min nach Induzierung gefunden. 

2.9 Expression und Seouenzierunq von d53 

Urn die Rolle von p53 bei SC-1 induzierter Apoptose zu untersuchen, wurde 
die Haufigkeit der mRNA durch RT-PCR und des Genprodukts durch 
Westernblot-Analyse nach Induzierung bestimmt. Dabei wurde ein deutlicher 
Anstieg der mRN A-Konzentration gefunden . Auf Proteinebene wurde jedoch 
eine konstante und nicht signifikant geanderte hohe Konzentration des p53 
Genprodukts gefunden (Figur 12a). 

Durch Amplifizierung von zwei p53 Fragmenten aus cDNA mit spezifischen 
Primern, Klonierung der PCR-Fragmente und Sequenzierung von acht Klonen 
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wurde die DNA-Sequenz von p53 in der Zellinie 231 32 bestimmt. Alle Klone 
nnit das Exon 8 uberspannenden Insertionen zeigten eine Mutation in Kodon 
273, die zu einenn Aminosaurenaustausch von Arginin zu Histidin fuhrte 
(Figur 12b). Dies ist eine dominant negative Mutation, die haufig in 
Magenadenokarzinonnen auftritt. 

2.10 Expression von p21 

Das Protein p21 ist ein mit der Expression von p53 assoziiertes Molekul. Eih 
Test der Expression von p21 in der Magenkarzinomzellinie 23132 nach 
Behandlung mit SC-1 ergab einen Anstieg nach 5 min gefolgt von einer 
Verringerung nach 60 min (Figur 13). 

* 

2.11 Expression von CD55/DAF nach Induzieruno der Apoptose 

Es wurde das Expressionsmuster von CD55/DAF nach Induzierung der 
Apoptose durch 50//g/ml SC-1 mittels immunhistochemischer Anfarbung 
von Cytospin-Praparationen mit dem Antikorper SC-1 untersucht. Wahrend 
nichtinduzierte Zeilen eine leichte Membrananfarbung mit dem Antikorper 
SC-1 aufweisen, zeigten mit SC-1 induzierte Zellen eine intensive Membran- 
anfarbung 12 h nach Induzierung der Apoptose. Dies weist auf eine 
Erhohung der CD55/DAF-Prasentation an der Zelioberflache nach Bindung 
der Antikorper an die Zellen hin. Diese Membrananfarbung verschwindet 
nach 48 h, und eine diffuse cytoplasmatische Anfarbung ist erkennbar. 
Diese Anfarbung wird auch nach 96 h mit verringerter Intensitat gefunden. 
Die Zunahme der CD55/DAF-Expression wurde auch bei einer Western Blot- 
Analyse mit Membranextrakten von apoptotischen Zellen nach SC-1- 
Induzierung gefunden. Wahrend in nichtinduzierten Zellen CD55/DAF nicht 
nachweisbar ist, nimmt die CD55/DAF-Expression 1 h bis 6 h nach 
Induzierung zu. Nach 24 h nimmt die Expression von CD55/DAF ab, ist aber 
immer noch hoher als in nichtinduzierten Zellen (Figur 14a). 



wo 00/37489 PCT/EP99/I0329 

- 29 - 

2.12 Soaltunq von Cvtokeratin 18 

Der Abbau von apoptotischen Zellen geht einher mit der proteolytischen 
Spaltung von Cytokeratin 18, Die Spaltung von Cytokeratin 18 in der 
Zellinie 231 32 nach SC-1 induzierter Apoptose sowie in Primartumoren von 
Patienten, die nnit 20 mg SC-1 48 h vor einer Tumorresektion behandelt 
worden waren, wurde untersucht. Eine M30 Cyto Death-Anfarbung zeigte 
eine geringe Menge apoptotischer Zellen ohne Induzierung von Apoptose, 
wahrend die Anzahl apoptotischer Zellen bis 96 h zunimnnt. 

■ * 

2.13 Molekulare Analyse der SC-I -Apoptose 

Im Einklang mit den immunhistochemischen Anfarbungen zeigte die 
biochemische Analyse eine Zunahnne der CDSS/DAF-Molekule, gefolgt von 
einer leichten Abnahme nach 24 h Inkubation mit SC-1 (Figur 14a). Die 
Spaltung von PARP wurde durch Western Blot-Analyse unter Verwendung 
von Gesamtzellextrakten aus SC-1 induzierten Zellen und murinem Anti- 
PARP-Antikorper untersucht. In fiinf unabhangigen Experimenten wurde 
keine Spaltung von PARP gefunden, die sich durch das Auftreten eines 85 
kD Spaltungsprodukts (Lazebnik et al., Nature 371 (1994), 346-347) 
nachwetsen lassen wurde (Figur 14b). 

Urn Veranderungen im Zellzyklus nach Induzierung der Apoptose zu 
untersuchen, wurde die Expression der Topoisomerase Ha durch Western 
Blot-Analyse bestimmt. Die Topoisomerase lla ist ein Schlusselenzym im 
Zellzyklus, das bei der DNA-Replikation beteiligt ist (Watt und Hickson, 
Biochem. J. 303 (1994), 681-695). Die verringerte Expression der 
Topoisomerase lla nach SC-1 induzierter Apoptose zeigt daher eine 
Zellzyklusarretierung fur mindestens einen Teil der Zellen (Figur 14c). 

« 

Der Transkriptionsfaktor c-myc ist in verschiedenen apoptotischen 
Prozessen beteiligt und kann durch Transfektion in Zellen eine Apoptose 
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induzieren (Evan et al., Cell 69 (1 992), 1 1 9-1 28). Eine Untersuchung des 
Expressionsmusters von c-myc nach SC-1 induzierter Apoptose ergab eine 
erhohte Expression 1 5 min nach Induzierung der Apoptose gefolgt von einer 
Abnahme nach 4 h (Figur 14d). 

2.14 Wirkunq einer Verrinaerunq der extrazellularen und intrazellularen 
Calciumkonzentration auf die Apootose 

Es wurde untersucht, ob Ca^'-lonen aus denn Zellkulturmedium aufgenom- 
men werden oder aus intrazellularen Ca^ ^-Reservoirs freigesetzt werden. Zur 
Bestimmung, ob Ca^"*" aus dem Kulturmedium aufgenommen wird. wurden 
die Zellen fur 24 h in Serum- und Ca^^'-freiem DMEM-Medium inkubiert. 
Dann wurde gereinigter SC-1-Antik6rper auf eine Endkonzentration von 
40 /jg/m\ zugesetzt und weitere 24 h inkubiert. Die Zellen wurden dann in 
3 % Glutaraldehyd fixiert und in einem umgedrehten Lichtmikroskop 
untersucht. Verglichen mit Kontrollzellen (nicht mit SC-1 induziert) zeigten 
SC-1 induzierte Zellen morphologische, fur eine Apoptose charakteristische 
Veranderungen, vergleichbar mit Zellen, die mit SC-1 in RPMI-Medium unter 
Zusatz von 10 % FCS inkubiert worden waren. 

* 

Der EinfluS von Ca^* aus intrazellularen Ca^"'-Reservoirs wurde durch 
Inkubation von Zellen (kultiviert in serumfreiem DMEM-Medium) fur 5 h mit 
50/yM des zellpermeablen Chelators BAPTA (Alexis Biochemicals, Griinberg, 
Deutschland) untersucht. Die Zellen wurden fur 24 h mit 40 A/g/ml 
gereinigtem SC-1 inkubiert. Es konnten keine erkennbaren Veranderungen 
in der Zellmorphologie beobachtet werden, was darauf hinweist, daQ> keine 
Apoptose induziert wurde. Auch durch ELISA konnte eine durch BAPTA 
bewirkte Hemmung der Apoptose gefunden werden. 
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2.15 Nachweis von Apoptose in Primartumoren 

Die Verabreichung des Antikorpers SC-1 an Magenkarzinom-Patienten fiihrte 
zu einer deutlich erkennbaren tumorzellspezifischen Apoptose, wie durch in 
situ Kernfarbung nachgewiesen wurde (Figur 16). Wahrend in Tumor- 
biopsien, die vor der Verabreichung von SC-1 entnommen wurden, keine 
Apoptose (Figur 17a) bzw. das Vorhandensein eines intakten Tumors ohne 
Regression (Figur 17c) gefunden wurde, zeigte der Primartumor nach 
Verabreichung von SC-1 starke Apoptose (Figur 17b) bzw. eine starke 
Regression (Figur 17d). 
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■ 

Patentanspruche 

1 . Glykoprotein umfassend mindestens einen Abschnitt der Aminosau- 
reprimarstruktur von CD55 und eine tumorspezifische Glykostruktur. 

2. Glykoprotein nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Glykostruktur mit dem monoklonalen Antikorper SC-1 
reagiert. 

3. Glykoprotein nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es bei SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ein scheinbares 
Molekulargewicht von 82 kD aufweist. 

4. Verfahren zur Gewinnung eines Glykoproteins nach einem der 
Anspruche 1 bis 3, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB man Membranpraparationen aus Zellen der humanen Adenokarzi- 
nomzellinie 23132 herstellt und daraus das Glykoprotein durch 
GroBenausschluB- und/oder Anionenaustauschchromatographie 
gewinnt. 

5. Verwendung eines Glykoproteins nach einem der Anspruche 1 bis 3 
in einem Testverfahren, bei dem die Bindefahigkeit einer Substanz an 
das Glykoprotein bestimmt wird. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dal^ die Bindefahigkeit an die Glykostruktur bestimmt wird. 
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7. Verwendung nach Anspruch 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Fahigkeit der getesteten Substanz zur Apoptose-induzierung, 
insbesondere bei Tumorzellen bestimmt wird. 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 5 bis 7, 
dadurch gekennzetchnet, 

daB die Fahigkeit der getesteten Substanz zur Induzierung einer uber 
das Glykoprotein CD55 vermittelten Phosphorylierungskaskade 
bestimmt wird. 

9. Verwendung nach Anspruch 5 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Glykoprotein in isolierter Form, als Zellextrakt, insbesondere 
als Membranpraparation oder in Form vollstandiger Zellen, ins- 
besondere der humanen Adenokarzinomzellinie 23132 eingesetzt 
wird. 

10. Verwendung nach einem der Anspruche 5 bis 9 zur Identifizierung 
von spezifisch an Tumorzellen bindefahige Substanzen. 

11. Verwendung nach Anspruch 10 zur Identifizierung von Mittein zur 
Tumordiagnostik oder/und Tumortherapie. 

12. Verwendung nach einem der Anspruche 5 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS pharmakologisch vertragliche Substanzen getestet werden. 
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13. Verwendung nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die getesteten Substanzen aus Peptiden, Peptidmimetika, 
Antikorpern, Antikorperfragmenten und Antikorperderivaten ausge- 
wahlt werden. 

1 4. Verwendung von Substanzen, die spezifisch an ein Glykoprotein nach 
einem der Anspruche 1 bis 3 binden, mit Ausnahme des monoklona- 
len Antikorpers SC-1 , zur Herstellung von die Apoptose induzierenden 
Mitteln. 

1 5 . Verwendung von Substanzen, die spezifisch an ein Glykoprotein nach 
einem der Anspruche 1 bis 3 binden, mit Ausnahme des monoklona- 
len Antikorpers SC-1, zur Herstellung von Antitumormitteln. 

1 6. Verwendung von Substanzen, die spezifisch an ein Glykoprotein nach 
einem der Anspruche 1 bis 3 binden, mit Ausnahme des monoklona- 
len Antikorpers SC-1 , zur Herstellung von Mittein zur Tumordiagnos- 
tik. 

1 7. Verfahren zur Bereitstellung von die Apoptose induzierenden Mittein, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man eine potentiell wirksame Substanz auf ihre Fahigkeit zur 
spezifischen Bindung an ein Glykoprotein nach einem der Anspruche 
1 bis 3 testet und bei einem positiven Testergebnis die Substanz in 
eine f ur pharmazeutische Anwendungen geeignete Darreichungsform 
gegebenenfalls zusammen mit ubiichen Hilfs-, Zusatz- und Trager- 
stoffen uberfuhrt. 
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18. Verfahren zur Bereitstellung von Antitumormitteln, 
dadurch gekennzeichnet, 

* 

da(5 man eine potentiell wirksame Substanz auf ihre Fahigkeit zur 
spezifischen Bindung an ein Glykoprotein nach einem der Anspruche 
1 bis 3 testet und bei einem positiven Testergebnis die Substanz in 
eine fur pharmazeutische An wendungen geeignete Darreichungsf orm 
gegebenenfalls zusammen mit iiblichen Hilfs-, Zusatz- und Trager- 
stoffen uberfuhrt, 

19. Verfahren zur Bekampfung von Tumoren, 
dadurch gekennzeichnet, 

daR man einem Patienten eine antitumorwirksame Menge einer an ein 
Glykoprotein nach einem der Anspruche 1 bis 3 spezifisch bindefahi- 
gen Substanz mit Ausnahme des monoklonalen Antikorpers SC-1 
verabreicht. 

20. Verfahren zur Diagnose von Tumoren, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man eine zu testende Probe oder einen zu testenden Patienten 
mit einer an ein Glykoprotein nach einem der Anspruche 1 bis 3 
spezifisch bindefahigen Substanz in Kontakt bringt und das Vorhan- 
densein, die Lokalisierung oder/und die Menge des Glykoproteins in 
der Probe oder im Patienten nachweist. 

21. Verwendung von Substanzen, die spezifisch ein Glykoprotein nach 
einem der Anspruche 1 bis 3 binden, zum Auslosen einer Phosphory- 
lierungskaskade in Tumorzellen. 

22. Verwendung von Substanzen, die spezifisch ein Glykoprotein nach 
einem der Anspruche 1 bis 3 binden, zur transienten Erhohung der 
CD55/DAF-Prasentation auf Mernbranen von Tumorzellen. 
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23. Verwendung von Substanzen, die spezifisch ein Glykoprotein nach 
einem der Anspruche 1 bis 3 binden, zur Induzierung von apoptoti- 
schen Prozessen, die keine Spaltung von Poly(ADP-Ribose)-Polyme- 
rase (PARP) umfassen. 

24. Verwendung von Substanzen, die spezifisch ein Glykoprotein nach 
einem der Anspruche 1 bis 3 binden, zum Induzieren elner Zellzyklus- 
arretierung in Tumorzellen. 

25. Verwendung von Substanzen, die spezifisch an ein Glykoprotein nach 
einem der Anspruche 1 bis 3 binden, zur Induzierung von Apoptose 
bei ruhenden Tumorzellen. 

26. Verwendung nach einem der Anspruche 21 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die spezifisch bindef ahige Substanz den Antikorper SC- 1 umf aSt. 

27. Verwendung nach einem der Anspruche 21 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

daU die Substanzen in Form von Konjugaten mit Markierungs- oder 
Effektorgruppen eingesetzt werden. 

28. Verwendung nach einem der Anspruche 21 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

dais die Substanzen multiple Bindungsstellen fur ein Glykoprotein 
nach einem der Anspruche 1 bis 3 aufweisen. 

29. Verwendung nach Anspruch 28, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die spezifisch bindefahigen Substanzen quervernetzt werden. 
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